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摘要：利用高效液相色谱－串联质谱（ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）方法直接分析植物酵素中多种未衍生化的氨基酸。样品用甲醇
稀释 5 倍，超声提取 30 ｍｉｎ，离心 10 ｍｉｎ（速度为 10 000 ｒ ／ ｍｉｎ），取上清液分析。采用色谱柱 Ｖｅｎｕｓｉｌ ＡＳＢ Ｃ18（250
ｍｍ×4. 6 ｍｍ，5 μｍ）分离，以甲醇－乙酸－水混合溶液为流动相体系进行梯度洗脱，流速为 0. 5 ｍＬ ／ ｍｉｎ，质谱喷雾
电压为 3 ｋＶ，离子源温度为 150 ℃，去溶剂温度 350 ℃，去溶剂气体流速为 800 Ｌ ／ ｈ。碰撞气氩气的流速保持压力
为 0. 17 Ｐａ。以被测物的提取离子流图峰面积进行定量，该分析方法的线性范围为 0. 5 ～ 200 μｍｏｌ ／ Ｌ （ｒ2 ＞0. 99），




Ｄｉｒｅｃｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
ｂｅｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
ＺＨＥＮＧ Ｚｈｏｎｇ1，ＳＵＮ Ｑｉ3，ＳＨＩ Ｙｏｎｇｗｅｉ2，ＱＵ Ｊｉａｌｅ2，ＳＯＮＧ Ｆｅｎｇｒｕｉ1，ＬＩＵ Ｚｈｉｑｉａｎｇ1*
（1． Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｎ Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ ＆ Ｊｉｌｉｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，
Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ 130022，Ｃｈｉｎａ；2． Ｊｉｌｉｎ Ａｏｄｏｎｇ－Ｏｈｔａｋａ Ｅｎｚｙｍｅ Ｃｏ．，Ｌｔｄ．，Ｙａｎｂｉａｎ 133700，Ｃｈｉｎａ；
3． Ｊｉｌｉｎ Ａｏｄｏｎｇ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｃｒｏｕｐ Ｃｏ．，Ｌｔｄ．，Ｙａｎｂｉａｎ 133700，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｕｎｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｂｅｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｐｌａｎｔ ｅｘｔｒａｃｔ． Ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｆｏｒ ｆｉｖｅ ｔｉｍｅｓ，ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｖｉｂｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ 30
ｍｉｎ，ａｎｄ ｈｉｇｈ－ｓｐｅｅｄ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄ ｆｏｒ 15 ｍｉｎ ａｔ 10 000 ｒ ／ ｍｉｎ． Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｎｄ ｄｅｔｅｃ－
ｔｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）． Ｔｈｅ ｃｈｒｏ－
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公司的 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ 与 Ｘｅｖｏ－ＴＱ 三重四极杆


















品，用 0. 1 ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＨＣｌ 配成 2 ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的混合
标准品溶液，再分别稀释成 0. 1、2. 0、5. 0、10、25、
50、100、160、200 μｍｏｌ ／ Ｌ。
样品溶液制备：样品 5 ｍＬ 加甲醇稀释 5 倍，超
声 30 ｍｉｎ后，再高速离心 15 ｍｉｎ （10 000 ｒ ／ ｍｉｎ），
取上清液即得。
1．2．2 仪器条件
色谱条件：色谱柱 Ｖｅｎｕｓｉｌ ＡＳＢ Ｃ18 （250 ｍｍ×
4. 6 ｍｍ，5 μｍ），柱温 25 ℃，流速 0. 5 ｍＬ ／ ｍｉｎ，进
样量 3 μＬ；流动相：Ａ 相为 0. 15％ （ｖ ／ ｖ）乙酸水溶
液，Ｂ相为含 0. 9％（ｖ ／ ｖ）乙酸的 30％（ｖ ／ ｖ）甲醇水
溶液。梯度程序如下：0 ～ 2. 5 ｍｉｎ，100％ Ａ；2. 5 ～ 5
ｍｉｎ，0 ～ 17％ Ｂ；5 ～ 8 ｍｉｎ，17％ Ｂ ～ 33％ Ｂ；8 ～ 8. 5
ｍｉｎ，33％ Ｂ ～ 100％ Ｂ；8. 5 ～ 17 ｍｉｎ，100％ Ｂ。
质谱条件：电喷雾正离子模式，多反应监测
（ＭＲＭ）模式，喷雾电压 3 ｋＶ，离子源温度 150 ℃，
去溶剂温度 350 ℃，去溶剂气体流速 800 Ｌ ／ ｈ，碰撞
气氩气压力 0. 17 Ｐａ。其他参数见表 1。通过 Ｍａｓｓ－









浓度均为 50 μｍｏｌ ／ Ｌ 的氨基酸标准溶液通过
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最强，稳定性最好。采集的最小碎片离子峰是 ｍ ／ ｚ
40；锥孔电压的范围设置为 10 ～ 60 Ｖ；碰撞能量的
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Ｇｌｙ 76． 00 30． 00 20 18
Ａｌａ 90． 00 44． 00 18 18
Ｓｅｒ 106． 16 60． 06 18 16
Ｐｒｏ 116． 18 70． 02 20 15
Ｖａｌ 118． 13 72． 06 15 15
Ｔｈｒ 120． 09 74． 00 15 20
Ｉｌｅ 132． 00 44． 00 15 20
Ｌｅｕ 132． 00 69． 00 15 20
Ａｓｐ 134． 09 88． 06 30 20
Ｌｙｓ 147． 02 84． 09 20 14
Ｇｌｕ 148． 03 84． 00 16 15
Ｍｅｔ 150． 23 104． 08 16 15
Ｈｉｓ 155． 97 110． 07 16 11
Ｐｈｅ 166． 00 120． 00 18 15
Ａｒｇ 175． 00 70． 20 18 20
Ｔｙｒ 182． 00 136． 00 18 16
2．2 液相色谱条件的优化









同浓度的氨基酸混合标准溶液（0. 5、1. 0、2. 0、10、
25、50、100、200 μｍｏｌ ／ Ｌ），按 2. 1 节、2. 2 节描述条




图 1 16 种氨基酸混合标准溶液的色谱图
Ｆｉｇ． 1 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｏｆ ｔｈｅ 16 ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
其浓度在 0. 5 ～ 200 μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内均显示良好的
线性关系（见表 2）。
表 2 16 种氨基酸的标准曲线
Ｔａｂｌｅ 2 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ 16 ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
（ｒ2）
Ａｌａ ｙ＝8495． 6ｘ＋758． 1 0． 9998
Ｔｙｒ ｙ＝72349． 2ｘ＋10226． 2 0． 9991
Ａｒｇ
ｙ ＝ 246179． 0ｘ＋121033．
0
0． 9994
Ｐｈｅ ｙ＝394781． 0ｘ＋45955． 3 0． 9988
Ｈｉｓ ｙ＝291028． 0ｘ＋34558． 4 0． 9982
Ｍｅｔ ｙ＝25843． 4ｘ＋130． 1 0． 9953
Ｇｌｕ ｙ＝14578． 1ｘ＋19803． 1 0． 9996
Ｌｙｓ ｙ＝110717． 0ｘ＋2462． 6 0． 9968
Ａｓｐ ｙ＝941． 5ｘ－146． 8 0． 9985
Ｔｈｒ ｙ＝48468． 1ｘ＋11286． 6 0． 9995
Ｖａｌ ｙ＝199074． 0ｘ＋40724． 4 0． 9995
Ｐｒｏ ｙ＝76685． 2ｘ＋10648． 7 0． 9996
Ｓｅｒ ｙ＝26036． 8ｘ＋14185． 7 0． 9991
Ｇｌｙ ｙ＝613． 4ｘ－90． 4 0． 9953
Ｉｌｅ ｙ＝23003． 1ｘ＋994． 1 0． 9993
Ｌｅｕ ｙ＝9967． 3ｘ＋984． 5 0． 9980




定的 ＲＳＤ值，日间精密度是连续 6 天对同一样品测
定的 ＲＳＤ 值。经考察可知，氨基酸的日内精密度
ＲＳＤ ＜ 6％，日间精密度 ＲＳＤ ＜ 10％ （具体结果
见表 3）。
2．3．3 加样回收率
分别对样品添加高、中、低 3 个水平（0. 5、10、
200 μｍｏｌ ／ Ｌ）的氨基酸，重复测定 3 次，样品的回收
率为 86％ ～ 110％（具体结果见表 3）。
2．3．4 方法的检出限及定量限
分别以各目标物色谱峰的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）＝ 3 确
定检出限（ＬＯＤ），Ｓ ／ Ｎ＝10 确定定量限（ＬＯＱ），使
用工作软件进行结果计算，具体结果见表 3。
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图 2 16 种氨基酸的ＭＲＭ色谱图
Ｆｉｇ． 2 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ 16 ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
表 3 氨基酸的日内精密度、日间精密度、加样回收率及其 ＲＳＤ、检出限、定量限
Ｔａｂｌｅ 3 Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ，ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ，ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ，ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ），
ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ）ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ
Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ ＲＳＤ ／ ％
（ｎ＝5）
Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ ＲＳＤ ／ ％
（ｎ＝6）






Ａｌａ 5． 3 6． 4 100． 5（5． 2） 98． 7（1． 8） 96． 8（6． 7） 1． 1 3． 7
Ｔｙｒ 2． 5 4． 1 94． 5（3． 2） 99． 2（5． 5） 101． 1（3． 2） 0． 6 1． 9
Ａｒｇ 5． 5 7． 0 108． 3（5． 2） 100． 5（5． 2） 99． 3（3． 9） 0． 3 1． 0
Ｐｈｅ 3． 6 4． 7 94． 1（6． 2） 95． 3（5． 6） 105． 6（4． 5） 0． 2 0． 6
Ｈｉｓ 4． 5 6． 9 109． 6（4． 3） 106． 5（5． 7） 96． 2（3． 8） 0． 3 1． 3
Ｍｅｔ 5． 5 7． 8 104． 6（5． 3） 103． 9（4． 7） 96． 7（3． 1） 0． 2 0． 8
Ｇｌｕ 5． 2 7． 6 108． 3（6． 8） 106． 5（5． 9） 101． 6（2． 2） 0． 1 0． 4
Ｌｙｓ 5． 7 6． 6 109． 6（5． 7） 108． 7（4． 5） 103． 4（5． 7） 0． 6 2． 2
Ａｓｐ 5． 6 8． 6 96． 5（7． 5） 97． 6（3． 2） 86． 7（4． 3） 0． 1 0． 3
Ｔｈｒ 4． 7 7． 7 103． 1（5． 7） 104． 3（3． 6） 98． 9（5． 6） 0． 3 1． 0
Ｖａｌ 5． 9 9． 6 107． 1（5． 5） 103． 6（4． 7） 97． 2（5． 9） 0． 3 1． 1
Ｐｒｏ 4． 9 9． 3 105． 8（5． 8） 108． 4（6． 3） 89． 1（1． 9） 0． 4 1． 2
Ｓｅｒ 5． 7 7． 0 106． 8（5． 5） 103． 7（7． 3） 96． 7（5． 1） 0． 1 0． 4
Ｇｌｙ 5． 0 9． 2 100． 6（5． 0） 103． 7（6． 7） 103． 3（3． 2） 2． 2 7． 2
Ｉｌｅ 3． 6 6． 8 97． 5（3． 3） 98． 6（5． 7） 95． 7（7． 5） 2． 6 8． 5
Ｌｅｕ 4． 3 8． 7 106． 5（6． 5） 90． 6（3． 9） 92． 9（3． 0） 2． 3 7． 7
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2．4 含量测定






氨基酸含量均大于 30 ｍｇ ／ 100 ｍＬ。
表 4 不同批次样品中氨基酸的含量（ｍｇ ／100 ｍＬ）
Ｔａｂｌｅ 4 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｔｃｈｅｓ









Ａｌａ 4． 7882 5． 4329 6． 0730
Ｔｙｒ 0． 5572 0． 7426 0． 8179
Ａｒｇ 1． 3226 2． 4792 1． 8468
Ｐｈｅ 0． 5407 0． 5666 0． 6146
Ｈｉｓ 0． 1574 0． 2022 0． 1739
Ｍｅｔ 0． 0580 0． 0573 0． 0687
Ｇｌｕ 2． 4757 3． 4553 2． 6501
Ｌｙｓ 0． 1203 0． 1366 0． 1488
Ａｓｐ 8． 8560 9． 7987 10． 4551
Ｔｈｒ 4． 5088 5． 4412 4． 9909
Ｖａｌ 1． 5434 1． 9711 1． 8702
Ｐｒｏ 2． 1836 4． 1781 3． 7519
Ｓｅｒ 1． 5151 1． 9145 1． 8181
Ｇｌｙ 0． 9398 1． 0852 1． 0139
Ｉｌｅ 1． 1771 1． 5261 1． 4825
Ｌｅｕ 0． 4338 0． 5241 0． 4631
3 结论
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